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(57) Спосіб підтримки протеїногенності та однорід-
ності виробничих культур атипових мікобактерій 
для виробництва антигену з атипових мікобактерій 
(ААМ), що включає одержання моноклонів вироб-
ничих штамів методом "виснажуючого" посіву та 
перевірку їх протеїногенності з подальшим відбо-
ром типових, протеїногенних клонів, який відріз-
няється тим, що ефекту "виснажуючого" посіву 
досягають шляхом розведення культур мікобакте-
рій до концентрації 10

-5 
- 10

-6 
та опроміненням їх 

гама-променями у дозах 100 - 300 тис. Р з потуж-
ністю дози – 400 Р/год. 

 
 

 
 

Винахід, що передбачається, відноситься до 
ветеринарної мікробіології та біотехнології. 

При виробництві антигену з атипових мікобак-
терій (ААМ), щорічно перевіряють однорідність, 
відсутність дисоціації та протеїногенність (вміст 
протеїну в моноалергенах) виробничих штамів 
атипових мікобактерій [M.scrofulaceum №31/82, 
M.intracellulare №78/98]. Якщо встановлюють зміни 
в особливостях росту та протеїногенності вироб-
ничих культур, їх виключають з виробництва, замі-
нюючи свіжопасажованими моноклонами або за-
ново виділеними і перевіреними ізолятами. 

Існує спосіб підтримки та перевірки культура-
льних, біологічних, протеіногенних властивостей 
та однорідності виробничих культур збуднику ту-
беркульозу для виробництва ГШД-туберкуліну для 
ссавців. Це пасажування виробничого (туберкулі-
ногенного) штаму збудника туберкульозу в органі-
змі великої рогатої худоби (п.3.3. Іструкції по виго-
товленню й контролю туберкуліну очищенного для 
ссавців (ППД) в стандартному розчині.-Харків, 
2001). Згідно "Інструкції" при виробництві туберку-
ліну туберкуліногенність та належність до виду 
штамів визначають через 2...3 роки. Через 4...5 
років культури виробничих штамів піддають паса-
жу в организмі здорової великої рогатої худоби. 

Якщо встановлюють зміни в особливостях росту, 
патогенності та туберкуліногенності культур виро-
бничих штамів, їх виключають з виробництва, за-
мінюючи свіжопасажованими або новими виділе-
ними і перевіреними придатними для 
виготовлення туберкуліну штамами збуднику ту-
беркульозу бичачого виду. 

Процес підтримання культуральних, біологіч-
них та протеїногенних властивостей атипових мі-
кобактерій ускладнюється тим, що атипові мікоба-
ктерії не патогенні для лабораторних тварин та 
великої рогатої худоби і тому їх біологічні власти-
вості не можуть бути відновлені біологічним мето-
дом - проведенням через організм чутливих тва-
рин, як це передбачається при виробництві 
туберкуліну. 

Відомо, що в процесі пасажування на живиль-
них середовищах біологічні властивості культур 
мікроорганізмів змінюються, вірулентність слаб-
шає, відзначається дісоціація культур. Дісоциатив-
ні зміни особливо часто спостерігаються при дов-
гому зберіганні культур [Ветеринарна мікробіологія 
/П.А. Ємел'яненко, Г.В. Дунаев, Д.Г. Кудлай та ін.; 
"Колос", 1982 - 304с.]. При цьому в дисоційованих 
культурах одночасно існують як S-, так і R- форми 
мікроорганізмів, які можна відокремити одержан-
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ням популяцій окремих клітин (моноклонів) [Стей-
нер Р. Дцельберг Е., Ингрем Дж. /Світ мікробів. 
Т.1,1979,М. -"Мир”. - с.41]. 

Існують способи одержання чистих бактерій-
них культур (тобто клонів) методом посіву на чаш-
ки штрихом і методом розведень [Стейнер P., 
Едельберг Е., Ингрем Дж. /Світ мікро-
бів.Т.1,1979,М.-"Мир”. - с.37-40]. 

Посів на чашки штрихом робиться таким чи-
ном. Стерилізовану зігнуту проволоку занурюють в 
розведену завись мікроорганізмів і потім прово-
дять нею ряд паралельних роздільних штрихів, що 
не доторкаються одне до одного, по поверхні за-
стиглого слою агару в чашці Петрі. При кожному 
наступному штриху здійснюється поступове роз-
ведення інокуляту, так що навіть якщо перші 
штрихи дадуть суцільний ріст, впродовж наступних 
штрихів будуть рости окремі колонії. Недоліком 
методу є те, що одержані таким чином колонії мо-
жуть бути не чистими клонами. 

Одержання чистих культур мікроорганізмів в 
рідких середовищах здійснюється методом розве-
день. Інокулят послідовно розводять стерильним 
рідким середовищем і аліквотами з кожного роз-
ведення засівають велику кількість пробірок з се-
редовищем. Мета цієї операції -інокулювати ряд 
пробірок настільки розведеною суспензією мікроо-
рганізмів, щоб вірогідність внесення в певну пробі-
рку навіть однієї мікробної клітини була досить 
малою (порядку 0,05). Якщо таким розведеним 
інокулятом засівається багато пробірок, то по тео-
рії вірогідності можна вилічити, що в 95 % усіх за-
сіяних пробірок не попадає ні однієї мікробної клі-
тини. По одній особі попадає в 4,8 % пробірок, по 
дві - в 0,12% пробірок, а в 0,002 усіх засіяних про-
бірок попаде по три особі. Тому, якщо в пробірці 
помітно ріст, то скоріше за все цей ріст обумовле-
но попаданням в неї всього одного мікроорганізму. 
Вірогідність цього становить 

 
Вірогідність того, що ріст викликано попадан-

ням в пробірку лише одного організму, знижується 
з підвищенням середнього числа клітин в інокуля-
ті. Тому важливо, щоб виділення проводилось з 
тієї серії пробірок, де в переважній більшості ви-
падків не відзначають росту. Метод дуже об'єм-
ний, трудоемкий, потребує багато стерильного 
лабораторного посуду та елективних середовищ. 
Його можна використовувати лише для виділення 
чистих культур в змішаній популяції мікроорганіз-
мів. 

За результатами наших досліджень ефекту 
"виснажуючого" посіву можна досягти також шля-
хом опромінення культур мікобактерій гамма-
випроміненням в діапазоні доз: 100тис.-600тис.Р 
("пригнічуючі" та "стерілізуючі" дози). При цьому 
настає репродуктивна загибель частини мікробних 
клітин і після висіву опромінених культур на елек-
тивні живильні середовища відзначають ріст поо-
диноких колоній, які розвиваються з окремих мік-
робних клітин. 

В основу винаходу, що передбачається, пос-
тавлено завдання розробити спосіб підтримки й 
перевірки протеіногенності та однорідності вироб-

ничих культур атипових мікобактерій з викорис-
танням методів одержання їх моноклонів та пода-
льшим визначенням культуральних властивостей, 
протеїногенності та відбором найтиповіших клонів. 

При реалізації способу підтримки й перевірки 
протеіногенних властивостей та однорідності ку-
льтур атипових мікобактерій для виробництва ан-
тигену з атипових мікобактерій (ААМ) поставлена 
мета досягається одержанням моноклонів вироб-
ничих штамів мікроорганізмів з використанням 
різних методів. Клонування виробничих штамів 
атипових мікобактерій досягається способом ви-
снажуючих посівів, який здійснюється методами 
послідовних розведень та (або) впливом пригнічу-
ючих ріст мікобактерій доз гамма-випромінення. З 
одержаних моноклонів відбирають типові за хара-
ктером росту колонії в S-формі, з них, згідно схеми 
технологічного процесу, готують моноалергени, в 
яких визначають кількість білку по К'єльдалю та 
відбирають найпротеїногенніші. Таким чином до-
сягається контроль однорідності і підтримка проте-
іногенності виробничих культур. 

Приклад 1. Посів виробничих штамів на щіль-
не живильне середовище для культивування міко-
бактерій (ТУУ 46.15.063-95) здійснювали штрихом 
за модифікованою нами методикою. Стерилізова-
ний фломбуванням бактеріологічний шпатель вно-
сили в бактеріальну масу кожного виробничого 
штаму мікобактерій, після чого зигзагообразно 
проводили їм по поверхні елективного щильного 
живильного середовища в бактеріологічній пробі-
рці. Результати дослідження термінів та характеру 
росту і культу ральних властивостей одержаних 
культур наведені в таблиці. З матеріалів таблиці 
видно, що при посіві штрихом окремих колоній 
(моноклонів) виробничих культур не було одержа-
но. 

Приклад 2. Посів виробничих штамів методом 
послідовних розведень на щільне живильне сере-
довище для культивування мікобактерій здійсню-
вали за модифікованою нами методикою з розве-
день 10

-4
-10

-6
мг бактерійної маси в 1см

3
 

фізрозчину. Розведення мікобактерій виробничих 
штамів робили таким чином. Стерильним бактері-
ологічним шпателем знімали з живильного сере-
довища бактеріальну масу кожної виробничої ку-
льтури атипових мікобактерій і вміщували її у 
окремий стерильний флакон з бусами, попередньо 
зважений на аналітичних вагах. Флакони з бакте-
ріальною масою знову зважували на аналітичних 
вагах. Різниця між вагою флакона з культурою і 
порожнього є вагою наважки бактеріальної маси. 
Наважку бактеріальної маси гомогенізували у 
флаконі з бусами в стерильному фізрозчині (pH 
7,0±0,2) з розрахунку 1см

3
 фізрозчину на 1мг бак-

маси. По 1см
3
 одержаної зависі кожного виробни-

чого штаму переносили в пробірки, в які поперед-
ньо вливали по 9см

3
 стерильного ізотонічного 

розчину хлориду натрію. Таким чином було одер-
жано розведення 10

-1
. По 1см

3
 цього розведення 

кожної виробничої культури переносили в другу 
пробірку з 9см

3
 фізрозчину, з другої пробірки 1см

3
 

суміші   переносили в третю, з третьої - в четверту 
з 9см

3
 фізіологічного розчину, в якій одержували 

розведення 10
-4

. З четвертого розведення кожної 
виробничої культури по 1см

3
 зависі переносили в 
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п'яту пробірку з 9мл фізрозчину, з п'ятої 1мл ріди-
ни вносили в шосту пробірку, одержуючи таким 
чином розведення 10

-5
 та 10

-6
 . При виготовленні 

кожного наступного розведення використовували 
окрему стерильну піпетку, а мікробні суміші рете-
льно змішували. 

Завись бактеріальної маси виробничих штамів 
з розведень 10

-5
-10

-6
 висівали на поверхню щіль-

ного живильного середовища для культивування 
мікобактерій в 10 пробірок по 0,1см

3
 в кожну. Про-

бірки поміщали в термостат в нахиленому поло-
женні на 24 години. Через 24 години пробки пробі-
рок заливали парафіном. Посіви в 
бактеріологічних штативах інкубували в термостаті 
при +37°С протягом 4 тижнів. Проглядали посіви 
через 3-5 діб. Матеріали дослідження термінів та 
характеру росту і культуральних властивостей 
одержаних культур-клонів наведені в таблиці. Ре-
зультати досліджень свідчать про те, що при висіві 
з розведень 10

-5
-10

-6
 виробничі культури атипових 

мікобактерій ростуть поодинокими колоніями-
моноклонами. Кожна така колонія розвивається з 
однієї мікробної клітини і являє собою клон мікоба-
ктерій. Дослідженнями різних клонів доведено, що 
їх культуральні властивості та протеїногенність не 
відрізняються від аналогічних показників вихідних 
виробничих штамів (вихід білку не нижче ніж у ви-
хідних культур), що свідчить про однорідність та 
протеїногенність культур. 

Приклад 3. Висіви виробничих штамів атипо-
вих мікобактерій на щільне живильне середовище 
методом виснажуючого посіву з використанням 
радіаційної техніки здійснювали з розведення 1мг 
бактеріальної маси в 1см

3
 стерильного фізрозчину 

після попередньої обробки посівного матеріалу 
пригнічуючими дозами гамма-променів. Для цього 
бактеріальну масу виробничих культур атипових 
мікобактерій, вирощену на середовищі Сотона та 
(або) на середовищі для культивування мікобакте-
рій (ТУУ 46.15.063-95) з додаванням ростових фа-
кторів бактеріологічною петлею вносили в стери-
льні бактеріологічні пробірки, закривали гумовими 
пробками, які закріпляли пластиром. Пробірки з 
бакмасою розміщали в металевому контейнері і в 
такому стані піддавали опроміненню на гамма-
випромінювачі "Исследователь" (джерело випро-
мінювання 

90
Со, потужність дози: Р=400Р/год.) в 

дозах 100000, 300000 та 600000Р. Після опромі-

нення бактеріальну масу кожної виробничої куль-
тури атипових мікобактерій і вносили в окремий 
стерильний флакон з бусами, попередньо зваже-
ний на аналітичних терезах. Флакони з бактеріа-
льною масою знову зважували на аналітичних 
терезах. Різниця між вагою флакона з культурою і 
порожнього є вагою наважки бактеріальної маси. 
Наважку бактеріальної маси гомогенізували у 
флаконі з бусами в стерильному фізрозчині (pH 
7,0±0,2) з розрахунку 1см

3
 фізрозчину на 1мг бак-

маси. 
Завись бактеріальної маси виробничих штамів 

з розведення 1мг/см
3
 висівали на поверхню щіль-

ного живильного середовища для культивування 
мікобактерій в 10 пробірок по 1,0см

3
 в кожну. Про-

бірки поміщали в термостат в нахиленому поло-
женні на 24 години. Через 24 години пробки пробі-
рок з посівами парафінували над вогнем 
спиртівки. Посіви інкубували в термостаті при 
+37°С протягом 4 тижнів. Проглядали посіви через 
3-5 діб. Матеріали дослідження термінів та харак-
теру росту і культуральних властивостей одержа-
них культур-клонів наведені в таблиці. Результати 
досліджень свідчать про те, що при висіві вироб-
ничих культур атипових мікобактерій, опромінених 
в дозах 100-300тис.P відзначали ріст поодинокими 
колоніями-моноклонами. Кожна така колонія роз-
вивається з однієї мікробної клітини і являє собою 
клон мікобактерій. Після опромінення дозою 
600тис.Р росту мікобактерій на живильних середо-
вищах не відзначали (репродуктивна загибель 
мікобактерій). Дослідженнями різних клонів вироб-
ничих штамів доведено, що їх протеїногенність та 
культуральні властивості не відрізняється від ана-
логічних показників у вихідних виробничих культур, 
що свідчить про однорідність та повноцінність ку-
льтур. 

Таким чином, використанням передбачених 
способом підтримки й перевірки протеіногенних 
властивостей та однорідності культур атипових 
мікобактерій для виробництва антигену з атипових 
мікобактерій (ААМ) досліджень досягається мета 
одержання моноклонів виробничих культур атипо-
вих мікобактерій. Культуральні, біохімічні та проте-
їногенні дослідження моноклонів дають можли-
вість контролювати однорідність, перевіряти та 
підтримувати культуральні властивості та протеї-
ногенність виробничих культур. 
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